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บทคัดยอ 
การวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือติดตามกิจกรรมของเอนไซมในกระบวนการทําน้ําหมักชีวภาพ โดยใชสูตรน้ําหมักจํานวน 4 
สูตร ซึ่งมีอัตราสวนดังนี้ สูตร F1 (ขาวสุก : กากน้ําตาล = 3:1) F2 (ผัก : กากน้ําตาล = 3:1) F3 (เนื้อหมู : กากน้ําตาล = 3:1) และ 
F4 (ขาวสุก : ผัก : เนื้อหมู : กากน้ําตาล = 3:3:3:1) โดยติดตามกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส เซลลูเลส โพรทิเอส และไลเปส 
ทุก ๆ วัน เปนระยะเวลา 3 เดือน พบวา สูตรอาหารทุกสูตรใหกิจกรรมเอนไซมทุกชนิดต้ังแตวันแรกของการทําน้ําหมักชีวภาพ 
โดยสูตร F1 ใหกิจกรรมเอนไซมอะไมเลสสูงสุดในวันท่ี 3 รองลงมาคือ เซลลูเลส โพรทิเอส และไลเปส ตามลําดับ สูตร F2 ให
กิจกรรมเอนไซมเซลลูเลสสูงสุดในวันท่ี 3 ตาม รองลงมาคือ อะไมเลส โพรทิเอส และไลเปส ตามลําดับ สูตร F3 ใหกิจกรรม
เอนไซมโพรทิเอสสูงสุดในวันท่ี 3 รองลงมาคือ ไลเปส เซลลูเลส และอะไมเลส ตามลําดับ สูตร F4 ใหกิจกรรมเอนไซมไลเปส
สูงสุดในวันท่ี 3 รองลงมาคือ โพรทิเอส อะไมเลส และเซลลูเลส ตามลําดับ เมื่อเวลาผานไป 1 เดือน ไมพบกิจกรรมของเอนไซม
ทุกชนิด จากการติดตามปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดในน้ําหมักสูตรตาง ๆ ทุกสัปดาหเปนระยะเวลา  3 เดือน พบวา น้ําหมักชีวภาพ
ทุกสูตรอาหารมีจํานวนแบคทีเรียสูงสุดในสัปดาหท่ี 2 โดยมีปริมาณประมาณ 104–1010 cfu/mL จํานวนแบคทีเรียคงที่ประมาณ 6 
สัปดาหและลดลงเปนครึ่งหนึ่งท่ีสัปดาหท่ี 10 จากการศึกษานี้อธิบายไดวา ในกระบวนการทําน้ําหมักชีวภาพพบกิจกรรมของเอนไซม 
อะไมเลส เซลลูเลส โพรทิเอส และไลเปส ซึ่งอาจมาจากสารเมแทบอไลตทุติยภูมิของจุลินทรียท่ีสรางออกมาในระหวางการหมัก 
 









วารสารหนวยวิจัยวิทยาศาสตร เทคโนโลยี และส่ิงแวดลอมเพ่ือการเรียนรู ปท่ี 2 ฉบับท่ี 2 (2554) 
 90 
Detection of Some Enzyme Activities in Bio-Fermented Extracts  
 
Chaiwat Wongsawetsila1 Wichitpol Meekaew1 Chalermporn Sermmatiwong1 Nattapol Kantapab1 
Suchada Toonkanakorn1 Putawan Saenjai-i1 Supaporn Sirisopana1,2   
Somkiat Phornphisutthimas2,3 and Surasak Laloknam1,2 
 
1Department of General Science, 2Research Unit on Science, Technology and Environment for Learning and 3Department of Biology, 
Faculty of Science, Srinakharinwirot University, Klongtoey Nua, Wattana, Bangkok 10110, Thailand 
 
*E-mail : surasakl@swu.ac.th 
 
Abstract 
This research aimed to detect the enzyme activity during fermentation process of four bio-extracts, which 
were different ingredient ratios as follows: F1 (cooked rice: molasses = 3:1), F2 (vegetables: molasses = 3:1), F3 
(pork: molasses = 3:1), and F4 (cooked rice: vegetables: pork: molasses = 3:3:3:1).  The activities of amylase, cellulase, 
protease and lipase were investigated and analysed each day for three months.  The result showed that all enzyme 
activities were found in all fermented bio-extracts at first-day fermentation.  After 3-day fermentation, the F1 gave the 
highest amylase activity following cellulase, protease and lipase activities, respectively; the F2 gave the highest 
cellulase activity following amylase, protease and lipase activities, respectively; the F3 gave the highest protease 
activity following lipase, cellulase and amylase activities, respectively; the F4 gave the highest lipase activity following 
protease, amylase and cellulase activities, respectively.  All enzyme activities were not determined after 1-month 
fermentation.  In addition, the total bacterial amounts in all fermented bio-extracts were investigated each week for 3 
months.  All fermented bio-extracts had the largest number of bacteria in a range of 104–1010 cfu/mL after 2-week 
fermentation.  The bacterial amounts were not changed at 6-week fermentation, and then reduced to a half after 10 
weeks.  The results revealed that the amylase, cellulase, protease and lipase activities found in all fermentation 
process may be the secondary metabolites produced from bacteria during the fermentation process.   
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บทนํา 
เอนไซม (enzyme) เปนตัวเรงชีวภาพ (biocatalyst) 
ทําหนาท่ีเรงปฏิกิริยา สลายซับสเทรตใหเปนผลิตภัณฑท่ีมี
ความจําเพาะสูง ปฏิกิริยาสวนใหญเกิดขึ้นในส่ิงมีชีวิตชนิดตาง ๆ  
ท้ังพวกโพรคาริโอตและยูคาริโอต เชน อะไมเลส (amylase) 
เรงปฏิกิริยาสลายพันธะไกลโคซิดิก (glycosidic bond) ใน 
อะไมโลสเปนกลูโคส เซลลูเลส (cellulase) เรงสลายพันธะ
ไกลโคซิดิกในเซลลูโลสเปนกลูโคส โพรทิเอส (protease) สลาย
พันธะเพปไทด (peptide bond) ในโปรตีนเปนเพปไทดหรือ
กรดอะมิโน และไลเปส (lipase) สลายพันธะเอสเทอรในไตร-
กลีเซอไรดใหเปนกลีเซอรอลและกรดไขมัน (สุรศักด์ิ ละลอกน้ํา, 
2552; สุรศักด์ิ ละลอกน้ํา และคณะ, 2551, 2552; ชัยศาสตร 
คเชนทรสุวรรณ และคณะ, 2551, 2552; อภิญญาณ บุญ-
ประกอบกุล และคณะ, 2549; Laloknam et al., 2009, 2007, 
2010) 
 เอนไซมสามารถพบไดท่ัวไปในส่ิงมีชีวิตชนิดตาง ๆ 
ในสัตว เชน เรนนิน อะไมเลส ซูเครส ในพืช เชน ปาเปน 
โบรมิเลน และในจุลินทรีย เชน โพรทิเอส ไลเปส เซลลูเลส 
และไคทิเนส ชัยศาสตร คเชนทรสุวรรณ และคณะ (2552) 
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ตรวจพบไลเปสในผลไม และสุรศักด์ิ ละลอกนํ้า และคณะ 
(2551, 2552) พบเอนไซมท้ังในผักและผลไม 




ประโยชนในการเกษตร (สมเกียรติ พรพิสุทธิมาศ, 2552; 
สมเกียรติ พรพิสุทธิมาศ และคณะ, 2552) ปจจุบันมีการนํา
น้ําหมักชีวภาพท่ีผลิตจากเศษอาหารที่เปนพืช เนื้อสัตว และ
ผลไมบางชนิด เพ่ือใชประโยชนทางดานการเกษตรเรงการเจริญ 
เติบโตของพืช และกําจัดศัตรูพืช (ภาวนา ลิกขนานนท, 2543
เยาวภา จิระเกียรติกุล, 2547; รุศมา มฤบดี และคณะ, 2551; 
สมเกียรติ พรพิสุทธิมาศ, 2552; สมเกียรติ พรพิสุทธิมาศ 
และคณะ, 2552; บุญนิธิ คัสกุล และคณะ, 2554; ศิริรัตน 
กาวีเขียว และคณะ, 2554; Aguilar et al., 2009; Noisopa 
et al., 2010) เนื่องจากน้ําหมักชีวภาพไดจากกระบวนการ
หมักท่ีเกิดจากการหายใจแบบไมใชออกซิเจนของจุลินทรีย
ท่ีอยูในอากาศและเศษอาหารหรือวัสดุท่ีใชเตรียม (กองเกษตร














การเตรียมสูตรนํ้าหมักชีวภาพ 4 สูตร: สูตรท่ี 1 (F1) ประกอบ- 
ดวยขาวสุกและกากนํ้าตาลในอัตราสวน 3:1 สูตรท่ี 2 (F2) 
ประกอบดวยผักและกากน้ําตาลในอัตราสวน 3:1  สูตรท่ี 3 (F3) 
ประกอบดวยเนื้อหมูและกากน้ําตาลในอัตราสวน 3:1 และ
สูตรท่ี 4 (F4) ประกอบดวยขาวสุก ผัก เนื้อหมู และกาก-
นํ้าตาลในอัตราสวน 3:3:31 ตามลําดับ ใสน้ําหมักแตละสูตรใน
ขวดพลาสติกขนาด 1,000 มิลลิลิตร ติดตามปจจัยทางกายภาพ
และเคมีบางประการ ไดแก สี อุณหภูมิ พีเอช และปริมาณ
ของกรดท้ังหมดโดยใชวิธีการไทเทรตกับสารละลายโซเดียมไฮ
ดรอกไซดเขมขน 0.05 โมลาร เพ่ือหาปริมาณกรดไขมันโดย
ใชฟนอลพทาลีนเปนอินดิเคเตอร ในชวงระยะเวลาเริ่มตนของ
การศึกษา ติดตามทุก ๆ วัน เปนระยะเวลา 7 วัน จากนั้นติดตาม
ทุก ๆ 3 วัน เปนระยะเวลา 12 วัน จาและติดตามทุกๆ 7 วัน 
จนครบระยะเวลาศึกษารวม 90 วัน 
การติดตามแอคทิวิทีของอะไมเลส: ทําไดโดยเก็บตัวอยาง
น้ําหมัก F1–F4 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ในวันท่ีศึกษาปจจยัทาง
กายภาพและเคม ีในการติดตามแอคทิวิทีมีสวนผสมตาง  ๆดังนี้ 
สารละลายน้ําแปงเขมขนรอยละ 0.5 (w/v) ปรมิาตร 0.5 มิลลิ-
ลิตร ผสมกับน้ําหมักชีวภาพปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ต้ังท้ิงไว
ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดย
ใชสารละลายไดไนโทรซาลิซาลิกปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และ
นําไปตมในน้ําเดือดเปนระยะเวลา 5 นาที จากน้ันตั้งท้ิงไวให
เย็นและปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหมีปริมาตรสุดทายเปน 1 มิลลิ-
ลิตร นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 550 นาโน-
เมตร ดวยเครื่องสเปกโทรโฟโทมิเตอร (Jenway 6405 UV/Vis) 
นําคาท่ีอานไดเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานความเขมขน
ของน้ําตาลกลูโคส กําหนดให 1 ยูนิตของอะไมเลสแอคทิวิ
ทีเทากับปริมาณเอนไซม 1 มิลลิลิตรท่ีเรงสลายแปงแลวให
น้ําตาลกลูโคส 1 ไมโครโมลตอนาที ภายใตภาวะทดลอง 
การติดตามแอคทิวิทีของเซลลูเลส: ทําไดโดยเก็บตัวอยาง
น้ําหมัก F1–F4 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ในวันท่ีศึกษาปจจัย
ทางกายภาพและเคมี ในการติดตามแอคทิวิทีทําไดดังนี้ ตัด
กระดาษกรองใหมีขนาด 0.5x0.5 เซนติเมตร ผสมกับน้ําหมัก
ชีวภาพปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และน้ํากล่ันปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร ต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 60 นาที จากนั้น
นํากระดาษกรองออก และหยุดปฏิกิริยาโดยใชสารละลาย
ไดไนโทรซาลิซาลิก ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร นําไปตมในน้ํา
เดือดเปนระยะเวลา 5 นาที และต้ังท้ิงไวใหเย็น จากนั้นปรับ
ปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหมีปริมาตรสุดทายเปน 1 มิลลิลิตร 
และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 550 นาโน-
เมตร ดวยเคร่ืองสเปกโทรโฟโทมิเตอร (Jenway 6405 
UV/Vis) นําคาท่ีอานไดเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานความ
เขมขนของน้ําตาลกลูโคส กําหนดให 1 ยูนิตของเซลลูเลส
แอคทิวิทีเทากับปริมาณเอนไซม 1 มิลลิลิตรท่ีเรงการสลาย
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กระดาษกรองใหไดน้ําตาลกลูโคส 1 ไมโครโมลตอนาที ภายใต
ภาวะทดลอง 
การติดตามแอคทิวิทีของไลเปส: ทําไดโดยเก็บตัวอยาง
น้ําหมัก F1–F4 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ในวันท่ีศึกษาปจจัย
ทางกายภาพและเคมี ในการติดตามแอคทิวิทีทําไดดังนี้ 
สารละลายน้ํามันมะกอกเขมขนรอยละ 0.5 (w/v) ปริมาตร 
0.5 มิลลิลิตร ผสมกับน้ําหมักชีวภาพปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 
ต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 60 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยา
โดยใชเอทานอลเขมขนรอยละ 95 (v/v) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากันและนําไปไทเทรตกับสารละลายโซเดียมไฮ-
ดรอกไซดเขมขน 0.05 โมลาร เพ่ือหาปริมาณกรดไขมันโดย
ใชฟนอลพทาลีนเปนอินดิเคเตอร กําหนดให 1 ยูนิตของไลเปส
แอคทิวิทีเทากับปริมาณเอนไซม 1 มิลลิลิตรท่ีเรงสลายน้ํามัน
มะกอกแลวใหกรดไขมัน 1 ไมโครโมลตอนาที ภายใตภาวะ
ทดลอง 
การติดตามแอคทิวิทีของโพรทิเอส: ทําไดโดยเก็บตัวอยาง
น้ําหมัก F1–F4 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ในวันท่ีศึกษาปจจัย
ทางกายภาพและเคมี ในการติดตามแอคทิวิทีมีสวนผสม
ตางๆ ดังนี้ สารละลายเคซีนเขมขนรอยละ 0.1 (w/v) ปริมาตร 
0.5 มิลลิลิตร ผสมกับน้ําหมักชีวภาพปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 
ต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที และหยุดปฏิกิริยา
โดยใชสารละลายไตรคลอโรอะซิติกเขมขนรอยละ 10 (w/v) 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันตั้งท้ิงไวใหเย็นในอาง
น้ําแข็งเปนเวลา 10 นาที และนําไปเซนทริฟวจท่ีความเร็ว 
4,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที นําสวนใสไปวัดคาการดูดกลืน
แสงดวยเครื่องสเปกโทรโฟโทมิเตอรท่ีความยาวคลื่น 280 
นาโนเมตร (Jenway 6405 UV/Vis) นําคาท่ีอานไดไปเปรียบ- 
เทียบกับกราฟมาตรฐานความเขมขนของไทโรซีน กําหนดให 




ชีวภาพ: ทําไดโดยเก็บตัวอยางน้ําหมัก F1–F4 ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร มิลลิลิตร ในวันท่ีศึกษาปจจัยทางกายภาพและเคมี
โดยเจือจางน้ําหมักชีวภาพเปนลําดับทีละ 10 เทาดวยน้ํากล่ัน
ปลอดเชื้อ จากน้ันดูดสารละลายเจือจางปริมาณ 100 ไมโคร- 
ลิตร ลงบนอาหารวุนแข็ง LB และกระจายเชื้อใหท่ัว บมท่ี
อุณหภูมิหอง เมื่อครบ 24 ชั่วโมงของการอบ นับจํานวนโคโลนีท่ี
เจริญบนอาหารวุนแข็ง LB ในหนวย cfu/mL  
 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 
เมื่อเตรียมน้ําหมักชีวภาพท้ัง 4 สูตร F1–F4 ตาม
วิธีการทดลองเรียบรอยแลว ติดตามการเปล่ียนแปลงทาง
กายภาพและเคมี ไดแก สี อุณหภูมิ พีเอช และปริมาณกรด 
ท้ังหมด พบวา สีของน้ําหมักชีวภาพทุกสูตรชวงแรกเปนสี
น้ําตาลเขมของกากน้ําตาล และมีตะกอนเศษอาหารที่ใสลงไป 
เชน ขาวสุกมีสีขาว ผักบุงมีสีเขียว และเนื้อหมูมีสีแดงออน 
เมื่อต้ังท้ิงไวเปนระยะเวลาประมาณ 1 สัปดาห พบวา สีของ
กากนํ้าตาลออนลง และสีเศษอาหารทุกชนิดเปล่ียนแปลง
เปนสีน้ําตาล และมีตะกอนของกากอาหารอยูท่ีกนขวด เมื่อ
เวลาผานไป 2 สัปดาห ขนาดของอาหารชนิดตางๆ ลดลง




ความเขมขนน้ําหมักชีวภาพทั้ง 4 สูตร เปนระยะเวลา 90 
วัน (ภาพที่ 1) พบวา น้ําหมักชีวภาพทุกสูตรมีอุณหภูมิเพ่ิม 
ขึ้นใน 3 วันแรกของการศึกษา แลวอุณหภูมิคงท่ีตลอดการ 
ศึกษา และคาพีเอชของน้ําหมักทุกสูตรมีคาลดลงสอด-
คลองกับความเขมขนของกรดท่ีเพ่ิมขึ้น โดยคาพีเอชและ
ความเขมขนของกรดคงที่เมื่อเวลาผานไปประมาณ 2 สัปดาห 
น้ําหมักชีวภาพสูตรท่ี 4 มีคาพีเอชตํ่าสุด คือ pH 3 และ
ความเขมขนของกรดสูงสุดท่ี 710 มิลลิโมลาร ลักษณะการ
เปล่ียนแปลงดังกลาวนี้สอดคลองกับผลการวิจัยของ สมเกียรติ 
พรพิสุทธิมาศ (2552) และสมเกียรติ พรพิสุทธิมาศ และคณะ 
(2552) 
จากการติดตามกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส ไลเปส 
โพรทิเอส และเซลลูเลส ตามวิธีการทดลอง พบวา น้ําหมัก
ชีวภาพทุกสูตรใหกิจกรรมเอนไซมทุกชนิดต้ังแตวันแรกของ
การหมัก โดยสูตร F1 ใหกิจกรรมเอนไซมอะไมเลสสูงสุดใน
วันท่ี 3 รองลงมาคือ เซลลูเลส โพรทิเอส และไลเปส ตามลําดับ 
(ภาพที่ 2) สูตร F2 ใหกิจกรรมเอนไซมเซลลูเลสสูงสุดใน
วันท่ี 3 รองลงมาคือ อะไมเลส โพรทิเอส และไลเปส ตามลําดับ 
(ภาพที่ 3) สูตร F3 ใหกิจกรรมเอนไซมโพรทิเอสสูงสุดใน
วันท่ี 3 รองลงมาคือ ไลเปส เซลลูเลส และอะไมเลส ตามลําดับ 
(ภาพที่ 4) และสูตร F4 ใหกิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงสุดใน
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วันท่ี 3 รองลงมาคือ โพรทิเอส อะไมเลส และเซลลูเลส ตาม- 













































) F1 F2 F3 F4
 ภาพท่ี 1 การเปล่ียนแปลง (ก) อุณหภูมิ (ข) พีเอช และ (ค) 































































 ภาพท่ี 4 แอคทิวิทีของอะไมเลส เซลลูเลส โพรทิเอส และ  
ไลเปสในน้ําหมักชีวภาพสูตร F3 



























กันออกมานอกเซลล (extracellular enzyme) ซึ่งขึ้นอยูกับการ
ชักนําของซับสเทรตที่ใสลงไป เชน ขาวสุกกระตุนใหแบคทีเรีย
สรางเอนไซมอะไมเลส สวนโปรตีน ผัก และลิพิดกระตุนให
แบคทีเรียสรางเอนไซมโพรทิเอส เซลลูเลส และไลเปส ตาม-
ลําดับ ดังนั้นเอนไซมเหลานี้จึงเปนเอนไซมจากการชักนํา 





สูงสุดในสัปดาหท่ี 2 อยูในชวง 104–1010 cfu/mL (ตาราง 1) 
ปริมาณแบคทีเรียคงที่ประมาณ 6 สัปดาหและลดลงเปนครึ่ง- 
หนึ่งในสัปดาหท่ี 10  จากการศึกษานี้อธิบายไดวา แบคทีเรีย
ท่ีตรวจพบอาจผลิตสารเมแทบอไลตทุติยภูมิในระหวางการ
หมัก ทําหนาท่ีในการยอยเศษอาหารชนิดตาง ๆ ท่ีเปน








ชักนําใหผลิตเซลลูเลส โดยสูตรท่ี 1 (F1) และสูตรท่ี 4 (F4) 
ใหกิจกรรมของเอนไซมไลเปสสูงสุด ในขณะที่สูตรท่ี 2 (F2) 




ติดตามกิจกรรมของเอนไซมอ่ืน ๆ ท่ีมีตอซับสเทรตอื่น ๆ 
เชน เปลือกกุงเปลือกปู อาจชักนําใหผลิตไคทิเนส นอกจากนี้
ควรติดตามการเปลี่ยนแปลงของจุลินทรียตาง ๆ เพ่ือแยก
ประเภทของจุลินทรีย เชน ยีสต และรา เพ่ือนําไปใชประโยชน
ดานอื่น ๆ ตอไป  
 
ตาราง 1 ปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดท่ีเกิดขึ้นในน้ําหมักชีวภาพ
ในวันท่ี 3 ของการศึกษา 













หมายเหตุ *ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดไดจากการทดลอง 3 ซํ้าท่ี 
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